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NOUVEAU CANAL CATIONIQUE NEURONAL DE 
MAMMIFERE SENSIBLE A L'ACIDITE, SON CLONAGE ET SES 
APPLICATIONS . 

5 La presente invention concerne une nouvelle 

f ami lie de canaux ioniques de mammifere, notamment humain, 
sensible a l'acidite. Elle concerne plus particulierement 
1 ' identification et la caracterisation moleculaire, chez 
l'homme et le rat, d'un nouveau canal cationique active 
10 par les protons, denomme ci-apres "ASIC" pour designer les 
termes anglais "Acid Sensing Ionic Channel". Le canal ASIC 
constitue le premier membre d'un groupe de canaux 
cationiques, appartenant a la famille des canaux sodium de 
n degenerine sensible a l'amiloride (6, 11-14), qui est 

^015 active trans i to irement par une acidification 

i extracellulaire . 

%Q La sensibilite a l'acide est associee a la 

; i fois a la nociception (1) et a la transduction du gout 

EQ (2) . La stimulation de neurones sensoriels par les acides 

L20 revet une grande importance, car l'acidite accompagne de 
rfl nombreuses situations inf lammatoires et ischemiques 

Q douloureuses . La douleur causee par les acides est 

interpretee comme etant mediee par des canaux cationiques 
IS. presents au niveau des neurones sensoriels, et qui sont 

25 actives par les protons (3-5) . Les proprietes biophysiques 
et pharmacologiques des canaux ASIC de 1 ' invention sont 
proches de celles des canaux cationiques actives par les 
protons decrits dans les neurones sensoriels (3, 15, 16). 
Toutefois, comme cela apparaitra dans la description ci- 
30 apres, il n'a ete a ce jour jamais deer it de canaux 
ioniques actives par un ligand plus simple que les canaux 
ASIC. 

La presente invention a done pour objet une 
35 proteine constituant un canal cationique neuronal sensible 
a l'amiloride et active par les protons. Plus 
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part icul ierement 1' invention concerne la proteine 
constituant le canal ASIC dont la sequence en acides 
amines est representee dans la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID No : 1 ou un derive 
5 fonctionnellement equivalent de cette proteine. 

De tels derives sont ceux dont la sequence 
comprend une modification et/ou une suppression et/ou une 
addition d'un ou plusieurs residus d" acides amines, des 
lors que cette modification et/ou supression et/ou 
10 addition ne modifie pas les proprietes f onctionnelles et 
structurelles du canal ASIC, principalement son activation 
par les protons. De tels derives peuvent etre analyses par 
l'homme du metier selon les techniques decrites dans les 
exemples donnes ci-apres qui ont permis de mettre en 

35 evidence les proprietes biophysiques et pharmacologiques 

5* du canal ASIC. 

'n Un exemple d'un tel derive fonctionnellement 

si equivalent, est la proteine ASIC humaine dont la sequence 

^ en acides amines est representee dans la liste de 

£ 20 sequences en annexe sous le numero SEQ ID No : 2 , et qui 
H est sensiblement identique a celle du canal ASIC de rat, 

p desiane ASIC1A , representee dans la liste de sequences en 

^ annexe sous le numero SEQ ID No : 1 . 

J" Un autre exemple d'un tel derive 

25 fonctionnellement equivalent, est la proteine constituant 

un canal cationique de degenerine denomme "MDEG" (14) ou 
"BNaCI" (20) ou encore designe ci-apres "ASIC 2 A" ou 
"MDEG1" dont la sequence en acides amines est representee 
dans la liste de sequences en annexe sous le numero SEQ ID 
30 No : 3 . MDEG a ete decrit comme un canal cationique de 
mammifere sensible a l'amiloride qui est active par des 
mutations responsables de neurodegenerescence avec les 
degenerines de C. elegans. Le canal MDEG est un parent 
structural du canal ASIC, dont la sequence en acides 
35 amines presente environ 67% d'homologie avec la sequence 

du canal ionique MDEG. Toutefois, les proprietes 
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electrophysiologiques de ces deux canaux sont differentes 
car ils ne sont pas actives par les memes changements de 
pH. Ainsi, la gamme de sensibilite de MDEG (EC50 = 4,05) 
est differente de celle de ASIC (EC50 = 6,2). 
5 II a ete montre que le canal MDEG est active 

par les memes mutations que celles causant une 
degenerescence neuronale chez C. elegans. Ainsi, comme les 
mutants de degenerine de C. elegans hyperactifs, les 
mutants actifs de MDEG sont responsables d'une mort 
10 cellulaire, indiquant que 1 ' acquisition de fonction par ce 

canal ionique neuronal serait impliquee dans plusieurs 
formes de degenerescence neuronale de mammifere et 
notamment humaine . Mais aucune fonction physiologique 
;= , normale de MDEG n'etait connue jusqu'a la mise en evidence 

iQ[5 de son activation par les protons conf ormement aux canaux 

^ cationiques de la presente invention. 

iQ D' autre exemples de proteines constituant un 

.^j canal cationique neuronal sensible a l'amiloride et active 

lo par les protons selon 1 ' invention sont donnes ci-apres : 

=20 - Un canal designe ASIC1B dont la sequence 

ffj de 559 acides amines est representee dans la liste de 

O sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 4 . ASIC1B 

^~ est un variant depissage du canal ASIC1A clone a partir du 

Cij cerveau de rat par PCR degeneree. Les premier 185 amino 

25 acides sont remplaces par une nouvelle sequence de 218 
amino acides qui est soulignee dans la SEQ ID NO : 4. 

- Un canal designe DRASIC dont la sequence 
de 533 acides amines est representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 5 . DRASIC a 
30 ete clone a partir des neurones sensoriels de rat en 
utilisant une sequence partielle dans les banque de 
donnees ("Expressed Sequence Tag" avec le numero 
d'accession W62694). Les proprietes de DRASIC sont les 
suivantes : 

35 -II est exprime dans les neurones sensoriels 

mais pas dans le cerveau. 
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- Son expression dans les oocytes de Xenope 
ou dans des cellules de mammifere permet d ' enregis trer un 
courant sodium active par le proton qui presente deux 
composantes : une composante s'activant et s'inactivant 
5 rapidement et une composante s'activant plus lentement et 
ne s'inactivant pas. Les deux composantes sont selectives 
pour le Na + . Un canal cationique active par le proton et 
ne s'inactivant pas a ete implique dans la sensation de 
douleur prolongee causee par une acidose. 

10 

L ' invention concerne aussi un canal 
cationique hybride constitue de 1 ' association d ' une 
premiere proteine constituant un canal ionique active par 
les protons selon 1 ' invention avec une seconde proteine 
35 constituant un canal ionique active par les protons. 
!f° Avantageusement, ladite seconde proteine est aussi une 

S proteine constituant un canal ionique active par les 

^ protons selon 1' invention. A titre d'exemple d'une telle 

ffj association, on peut citer 1 ' association de la proteine du 

120 canal ASIC1A ou ASIC2A ou DRASIC avec la proteine du canal 
fS MDEG1, permettant de former un canal hybride presentant 

Q une troisieme gamme de sensibilite au pH (avec ASIC : EC50 

y \[ = 4,8). Un autre exemple d'un tel canal hybride est 

Cjj 1 ' association de la proteine des canaux ASIC1A, ASIC1B, 

25 MEDG1 ou DRASIC avec la proteine du canal MDEG2 . 

MDEG2 est un canal qui a ete clone a partir 
du cerveau de rat en utilisant une sequence partielle de 
souris accessible dans les banques de donnees ("Expressed 
Sequence Tag avec le numero d'accession W50528") et dont 
30 la sequence de 563 acides amines est representee dans la 
liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 6 . 

MDEG2 est un variant d'epissage de MDEG1 . 
Les premier 185 amino acides sont remplaces par une 
nouvelle sequence de 236 amino acides qui est soulignee 
35 dans la SEQ ID NO : 6. MDEG2 est exprime dans le cerveau 
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et dans les neurones sensoriels des ganglions de la racine 
dorsale . 

MDEG2 exprime seul dans les oocytes de 
Xenope ou dans des cellules de mammiferes ne forme pas un 
5 canal cationigue active par le proton. Neanmoins , il peut 
s'associer avec MDEG1 ou DRASIC pour former des canaux 
heteromultimeriques actives par le proton avec des 
proprietes modifiees : 

- Le pH d' activation du canal forme apres la 
10 co-expression de MDEG1 et MDEG2 est different. Apres 

expression dans les cellules COS, le courant n*a pas 
atteint sa valeur maximale a pH 3 alors que le courant 
induit par MDEG1 seul sature a un pH compris entre 4,5 et 
4,0. 

ij5 - Les cinetiques d ' inact ivat ion et la 

it selectivity ionique du canal forme apres la co-expression 

in de MDEGl et MDEG2 sont clairement differentes de celles de 

i^ MDEGl seul. Un courant s'inactivant lentement et peu 

?n selectif pour le Na+ et le K+ apparait. 

;=20 - Le courant sodique soutenu obtenu apres 

^ expression de DRASIC devient non selectif (il ne 

Q differencie plus le sodium et le potassium) quand MDEG2 

est co-exprime avec DRASIC. Cette nouvelle propriete est 
iii similaire a celle du canal cationigue active par le proton 

25 qui a ete implique dans la sensation de douleur prolongee 

causee par une acidose. Il est tres probable que DRASIC et 

MDEG2 f assent partie de ce canal . 

Les homologies de sequences en acides amines 
30 des proteines constituant les canaux ASIC1A, ASIC1B, cites 
selon 1' invention sont donnees dans la tableau 1 ci- 
dessous . 
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Tableau 1 



Canaux 


ASIC IB 


ASIC 1A 


MEDG2 


MDEG1 


DRASIC 


ASIC1B 


100 


80 


56 


61 


52 


ASIC1A 




100 


59 


68 


53 


MDEG2 






100 


78 


48 


MDEG1 








100 


51 


DRASIC 










100 



Des anticorps poly ou monoclonaux diriges 
5 contre au moins une proteine constituant un canal ionique 

de 1' invention et/ou contre un canal hybride ci-dessus, 
peuvent etre prepares par les methodes classiques decrites 
p dans la litterature. Ces anticorps sont utiles pour 

? y rechercher la presence des canaux ioniques de 1 ' invention 

fjjO dans differents tissus humains ou animaux, mais ils 
^ y peuvent aussi trouver des applications dans le domaine 

ifi therapeutique pour inhiber ou activer in vivo, grace a 

M leur specif icite, un canal ASIC et/ou ses derives. 

C=15 La presente invention a aussi pour objet une 

molecule d'acide nucleique comprenant ou constitute par 
une sequence nucleique codant pour une proteine 

^- constituant un canal cationique neuronal sensible a 

l'amiloride et active par les protons. Plus 
20 particulierement 1 ' invention concerne une molecule 
d'acide nucleique comprenant au moins une sequence codant 
pour la proteine constituant le canal ASIC dont la 
sequence en acides amines est representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID No : 1 ou pour 
25 un derive f onctionnellement equivalent de cette proteine. 

Une molecule d'ADN comprenant la sequence codant pour la 
proteine ASIC est celle representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO : 1 ou sa 
sequence complementaire . Une autre molecule d'ADN selon 
30 1 ' invention est celle representee dans la liste de 
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sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 2 ou sous le 
numero SEQ ID NO : 3 , ou leur sequence complementaire . 

Une molecule d'ADN comprenant la sequence 
codant pour la proteine ASIC1B est celle de 3647 pb 
5 representee dans la liste de sequence en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 4 ou sa sequence complementaire. Plus 
particulierement 1' invention concerne la sequence 
nucleique comprise entre les nucleotides 109 et 1785 de la 
sequence representee dans la liste de sequence en annexe 
10 sous le numero SEQ ID NO : 4 ou sa sequence 
complementaire . 

Une molecule d'ADN codant pour la proteine 
DRASIC est celle de 1602 pb representee dans la liste de 
sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO : 5 ou sa 
35 sequence complementaire. 

^ Une molecule d'ADN comprenant la sequence 

V-\ codant pour la proteine MDEG2 est celle de 1602 pb 

"-4 representee dans la liste de sequence en annexe sous le 

numero SEQ ID NO : 6 ou sa sequence complementaire. 
s 20 L' invention concerne egalement un vecteur 

comprenant au moins une molecule d'acide nucleique 
£:} precedente, avantageusement associee a des sequences de 

y j controle adaptes, ainsi qu'un procede de production ou 

i : ] d' expression dans un hote cellulaire d'une proteine 

25 constituant un canal ionique selon 1' invention. La 
preparation de ces vecteurs ainsi que la production ou 
1' expression dans un hote des canaux de 1 ' invention 
peuvent etre realisees par les techniques de biologie 
moleculaire et de genie genetique bien connues de 1 ' homme 
30 du metier. 

A titre d'exemple, un procede de production 
d'une proteine constituant un canal cationique selon 
1 1 invention consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
35 nucleique de 1 ' invention ou un vecteur contenant ladite 
molecule dans un hote cellulaire, 



- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant la production de la proteine 
constituant le canal cationique, 

- a isoler, par tous moyens appropries les 
proteines constituant les canaux ioniques de 1' invention. 

A titre d'exemple, un procede d' expression 
d'un canal ionique selon 1 ' invention consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique de 1 ' invention ou un vecteur contenant ladite 
molecule dans une cellule, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant 1' expression de canaux ioniques de 
1 ' invention. 

L'hote cellulaire mis en oeuvre dans les 
procedes precedents peut etre choisi parmi les procaryotes 
ou les eucaryotes et notamment parmi les bacteries, les 
levures, les cellules de mammif eres , de plantes ou 
d' insectes. 

Le vecteur utilise est choisi en fonction de 
l'hote dans lequel il sera transfere; il peut s'agit de 
tout vecteur comme un plasmide. 

L' invention concerne done aussi les cellules 
transformees exprimant les canaux ASIC et/ou ses derives 
comme MDEG obtenues conf ormement aux procedes precedents . 
Ces cellules sont utiles pour le criblage de substances 
capables de moduler la perception de l'acidite, tant en ce 
qui concerne la nociception que la transduction du gout. 
Ce criblage est effectue en mettant en contact des 
quantites variables d'une substance a tester avec des 
cellules exprimant les canaux ASIC, puis en mesurant, par 
tous moyens appropries, les effets eventuels de ladite 
substance sur les courants desdits canaux. Des techniques 
electrophysiologiques permettent egalement ces etudes et 
font aussi l'objet de la presente invention des lors 
qu'elles mettent en oeuvre les canaux ASIC ou leurs 
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derives. Ces criblages permettent d' identifier de nouveaux 
medicaments utiles dans le traitement ou la prevention de 
la douleur . lis permettent egalement de rechercher des 
agents modulateurs du gout acide. En outre, ils permettent 
5 de rechercher des bloqueurs qui sont susceptibles 
d'inhiber des neurodegeneresences provoquees par 
hyperexpression de ces canaux. Ces medicaments, isoles et 
detectes grace aux procedes ci-dessus, font egalement 
partie de 1' invention. Les canaux ASIC ont en effet des 
10 proprietes de selectivity ionique, notamment en ce qui 
concerne leur permeabilite selective au sodium, potassium 
et calcium, qui les destinent a avoir des proprietes 
excitotoxiques lorsqu'ils sont hypers t imules . 

Une proteine constituant un canal ionique 
|l5 neuronal ASIC peut etre aussi utile pour la fabrication de 

* medicaments destines a traiter ou prevenir des pathologies 
g impliquant la perception douloureuse de l'acidite qui 
^ intervient dans les maladies inf lammatoires , les ischemies 
p et dans un certain nombre de tumeurs . L ' invention concerne 
_20 done aussi les composition pharmaceutiques comprenant 

* comme principe actif au moins une proteine constituant un 
5 canal ionique selon 1' invention. 

i! Une molecule d' acide nucleique codant pour 

Q une proteine constituant un canal ASIC ou un derive de 

25 celui-ci, ou un vecteur comprenant cette molecule d' acide 

nucleique ou encore une cellule exprimant des canaux ASIC, 
sont aussi utiles pour la preparation d'animaux 
transgeniques . 11 peut s ' agir d'animaux sur-exprimant 
lesdits canaux, mais surtout d'animaux dit "knock out", 

30 e'est a dire presentant une deficience en ces canaux; ces 
animaux transgeniques sont prepares par des methodes 
connues de l'homme du metier, et permettent de disposer de 
modeles vivants pour 1 ' etude de pathologies animales 
associees aux canaux ASIC. 

35 Les molecules d' acide nucleique de 

1 1 invention ou les cellules transformees par ladite 
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molecule sont done susceptibles d'etre utilisees dans des 
strategies de therapie genique afin de compenser une 
deficience des canaux ASIC au niveau de un ou plusieurs 
tissus d'un patient. L 1 invention concerne done aussi un 
medicament comprenant des molecules d'acide nucleique de 
1 ' invention ou de cellules transformees par lesdites 
molecules pour le traitement de pathologie impliquant les 
canaux ASIC et leurs derives. 

Outre la propriete d'etre active par les 
protons et les applications decrites ci-dessus qui en 
resultent dans le domaine de la perception de l'acidite, 
le canal ASIC, du fait de sa parente structurale avec le 
canal MDEG, est susceptible de se comporter comme une 
degenerine neuronale a la suite de mutation. 

La mort de certains neurones est 
caracteristique de plusieurs types de degenerescences 
neuronales telles que les maladies d' Alzheimer, 
d ' Huntington, de Parkinson, la sclerose laterale 
amyotrophique , l'ataxie cerebelleuse. Seuls quelques genes 
deficients sont connus et plusieurs restent encore a 
identifier. Le reseau neuronal primitif du nematode C. 
elegans constitue un bon modele du developpement et de la 
mort neuronal. La degenerescence hereditaire chez C. 
elegans peut etre due a des mutations des degenerines deg- 
1, mec-4 et mec 10. Les homologies avec les sous-unites du 
canal sodium sensible a 1 ' amiloride , le produit 
d' expression fonctionnel des chimeres mec-4 du canal 
sodium epithelial, suggerent que les degenerines sont des 
canaux ioniques dont 1 * acquisition de fonction est la 
cause de degenerescence neuronale. 

La presente invention concerne done aussi 
les applications du canal ASIC pour 1 ' etude de ces 
modifications pathologiques susceptibles de conduire a des 
degenerescences. Les techniques mises en oeuvre pour ces 
applications, par exemple pour le criblage de drogues, 
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sont similaires a celles decrites precedemment pour la 
recherche d' agents modulateurs du gout ou d ' analgesiques . 

En outre, une proteine constituant un canal 
ionique neuronal ASIC, un agoniste ou un antagonsite de 
5 celle-ci, peuvent etre aussi utiles pour la fabrication 

de medicaments destines a traiter ou prevenir des 
pathologies impliquant une degenerescence neuronale 
cerebrale. L" invention concerne done aussi les 
compositions pharmaceutiques comprenant comme principe 
10 actif au moins une de ces proteines eventuellement 

associee a un vehicule physiologiquement acceptable. 

Plus particulierement , 1 ' invention concerne 
une substance chimique ou biologique capable de modifier 
?=i les courants d'un canal ionique et/ou un canal hybride 

uJ5 selon 1 ' invention pour la preparation d'un medicament 

!f; capble de moduler la perception de l'acidite, tant en ce 

vS qui concerne la nociception que la transduction du gout, 

chez un su j et humain ou animal . 

5 20 D'autres caracteristiques et avantages de 

m 1 ' invention apparaitront dans la description qui suit se 

O rapportant aux travaux de recherche ayant mene a la mise 

en evidence et a la caracterisation du canal ASIC, et dans 
CO laquelle il sera fait reference aux sequences et dessins 

25 en annexe dans lesquels : 

- SEQ ID NO : 1 represente la sequence de 
526 acides amines de la proteine du canal ASIC deduite de 
la sequence de l'ADNc de rat. 

- SEQ ID NO : 2 represente la sequence 
30 partielle de 514 acides amines de la proteine du canal 

ASIC deduite de la sequence partielle de l'ADNc humain. 

- SEQ ID NO : 3 represente la sequence de 
512 acides amines de la proteine du canal MDEG deduite de 
la sequence de l'ADNc humain. 

35 -SEQ ID NO : 4 represente la sequence de 559 

acides amines de la proteine du canal ASIC1B ainsi que la 
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sequence d'une molecule d'ADN comprenant la sequence 
codant pour cette proteine. 

-SEQ ID NO : 5 represente la sequence de 533 
acides amines de la proteine du canal DRASIC et la 
5 sequence d'ADN codant pour cette proteine. 

-SEQ ID NO : 6 represente la sequence de 563 
acides amines de la proteine du canal MDEG2 ainsi que la 
sequence d'une molecule d'ADN comprenant la sequence 
codant pour cette proteine. 
10 - La figure 1 represente l'alignement des 

sequences des proteines ASIC de rat (en haut) et humain 
(en bas) des sequences SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 2. La 
comparaison de ces sequences fait apparaitre 1' absence de 
14 acides amines au debut de la phase codante humains par 
$5 rapport a celle du rat. 

La figure 2 represente la comparaison de la 
%Q sequence de la proteine du canal ASIC avec la sequence 

; 2 d'autres canaux ioniques : 

r : n - MDEG (14), un canal cationique de 

^20 mammifere qui est active par des mutations responsables de 
?2 neurodegerescences avec les degenerines de C. elegans. 

Q - FaNaCh (10), un peptide d'un canal sodium 

de Helix aspersa qui est active par la FMRFamide. 
M - La degenerine MEC-4 (12) de C. elegans. 

25 Dans cette figure, les residus identiques ou 

similaires a ceux de ASIC sont imprimes respectivement en 
blanc sur fond noir et en noir sur fond gris. Les regions 
supposees transmerabranaires (MI, Mil) d'ASIC sont marquees 
par des barres noires . 
30 La figure 3 represente 1 ' arbre 

phylogenetique des proteines des sous unites ccNaCh, pNaCh, 
TNaCh, SNaCh du canal sodium sensible a l'amiloride et des 
degenerines MEC-4 , MEC-10 et DEG-1 de C. elegans. 

La figure 4 represente la topologie qui est 
35 proposee pour cette derniere f ami lie de canaux ioniques 
(30) . 
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La figure 5 montre les proprieties 
biophysiques du canal ASIC1 active par les protons. 

- En a : les courants macroscopiques entrant 
enregistres a -7 0 mV apres des rapides changements du pH 
de pH 7,4 a pH 6. 

- En b : La courbe dose reponse du pH 
extracellulaire. Le pH initial etait de 7,4 et les points 
representent les valeurs moyennes de 6 experiences . 
L'encart dans cette figure montre les reponses typiques a 
-70 mV. 

- En c : les relations Q-V des patch 
"outside-out" avec 140 mM de Na + (l) ou de Li + ( • ) dans la 
solution du bain. Q est la charge transportee durant la 
transition de pH acide. L'encart dans cette figure montre 
les reponses typiques dans un milieu contenant du Na + . 

- En d : les courants actives par les 
protons H + enregistres a differents potentiels dans un 
patch "outside-out" dans un milieu contenant du Na + . 

- En e : les relations moyennes i-V mesurees 
a partir de patch "outside-out" avec 140 mM de Na + (l), 140 
mM de Li + (») ou 1,8 mM de Ca 2+ ( ), en tant qu'ions 
permeables majoritaires dans les solutions externes ; les 
potentiels d' inversion etaient respectivement de 65 mV, 58 
mV et -34 mV. 

- En f : le courant de protons a travers le 
canal ASIC1 . Les relations entre le pic de courant et le 
voltage ont ete mesurees a partir de patch "outside-out" 
dans une solution de Na + libre, Ca 2+ libre avec des 
pipettes contenant une solution de K + libre, a pH 4 (•) et 
a pH 3 (■).( ) representent les resultats obtenus dans les 
memes conditions que (I) mais avec du KCl dans la pipette. 
L'encart dans cette figure montre les reponses typiques 
enregistrees dans les conditions ( ) . 

La figure 6 montre 1 ' ef f et du Ca 2+ et de 
l'amiloride sur le courant ASIC. 
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- En a : les courants actives par les 
protons H + enregistres a differents potentiels 
membranaires a partir d'un patch outside-out avec 1,8 mM 
de Ca 2+ dans une solution de Na + libre ; les courants se 
sont inverses a -3 5 mV. 

- En b : Les relations Q-V moyennes a partir 
d'un patch outside-out enregistrees dans des solutions de 
Na + libre contenant 1,8 mM de Ca 2+ (o, potentiel 
d' inversion -34 mV) ou 0,1 mM de Ca 2+ (•, potentiel 
d' inversion -80 mV) . 

- En c : L'effet du Ca 2+ externe sur le pic 
macroscopique de courant entrant enregistre a -70 mV et 
active par un changement rapide de pH de pH 7,4 a pH 6. 
L'encart dans cette figure montre les reponses typiques . 
Les points representent les valeurs moyennes ± se de 5 
oocytes . 

- En d : L'effet de l'amiloride sur les 
courants actives par les protons H + enregistre a 0 mV a 
partir d'un patch outside-out. 

- En e : L' inhibition du courant 
macroscopique (induit par un changement de pH de pH 7,4 a 
pH 6) a -70 mV par l'amiloride et derives. Les points 
representent les valeurs moyennes ± se de 5 oocytes. 

La figure 7 montre la distribution 
tissulaire de l'ARNm du canal ASIC. 

- En a : L ' analyse en Northern blot de 
1' expression ARNm du canal ASIC dans des tissus humains. 

- En b : L ' analyse en RT-PCR de 1' expression 
de l'ARNm du canal ASIC dans le cerveau de rat et dans le 
ganglion de la racine dorsale (DRG) . <+),(-) representent 
respectivement les echantillons avec ou sans reverse 
transriptase. Des sections d'un gel d" agarose revele au 
bromure d'ethidium 1%. Les f leches indiquent la taille 
escomptee (657 pb) du produit de PCR. 

La figure 8 represente 1 ' hybridation in 
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- En a et b : L ' hybridation de sections de 
6 um d'un ganglion de la racine dorsale d'un rat age de 3 
mois avec la sonde E marquee a la digoxigenine . En a : Une 
microphotographie a faible pouvoir eclairant 
(grossissement de 30 fois) . En b : Une image a haute 
resolution (grossissement de 80 fois) de a . On note le 
marguage intense des neurones de petit diametre (f leches) . 
Des resultats similaires ont aussi ete obtenus avec les 
sondes A, C et D. 

- En c : La distribution de I'AKNm du canal 
ASIC dans le cerveau d'un rat adulte analysee par 
hybridation in situ avec 1 ' oligonucleotide antisens C. Des 
resultats identiques ont ete obtenus avec 
1' oligonucleotide B. Les couleurs indiquent 1 ' abondance 

(rouge : haute expression ; bleu : non detectable) . Les 
abreviations utilisees dans la figure sont les suivantes : 
Cer = Cerebellum ; Hip = Hyppocampe ; OB = Bulbe olfactif 

; Cx = Cortex. 

I - Materiels et Methodes . 
1) Clonaae du canal ASIC . 

Les sequences conservees de la famille de 
canaux ioniques ASIC ont ete utilisees pour preparer les 
amorces PCR de sequences suivantes : 

TTYCC IGC IRTI AC I ITNTGYAAY , et 

CAIARICCIAIITGNCCNCCDAWRTC . 

Une banque d ' ADNc de cerveau de rat 
(Stratagene #936515) a ete hybridee avec le produit de PCR 
de 1 kB de cerveau de rat et des clones partiels ont ete 
isoles. L'extremite 5e de l'ADNc (202 bp) a ete isolee par 
PCR apres une ligation adaptee a l'ADNc double brin. 



2 ) Electrophvsioloaie . 

0,25 ng d'ARNc a ete injecte dans des 
oocytes de Xenopus laevis et les microelectrodes 
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d' enregistrement pour le voltage impose et pour le patch- 
clamp ont ete mises en place deux jours apres 1' injection. 
Les solutions de bains pour les enregistrements de patch 
outside-out et les pipettes pour les enregistrements de 
patch outside-out et de cellules totales, contenaient : 
140 mM KC1 (ou NMDG) , 2 mM MgCl2 , 5 mM EGTA, 10 mM Hepes, 
pH 7,4 (avec KOH) . Les pipettes pour les enregistrements 
de patch outside-out et les solutions de bains pour les 
enregistrements de patch outside-out et de cellules 
totales, contenaient : 140 mM NaCl (ou LiCl ou NMDGCl), 
2 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2 , 10 mM Hepes, pH 7,4 (ajuste avec 
HC1, NaOH, LiOH ou TMAOH) . Les changements rapides de pH 
depuis le pH initial ont ete obtenus par perfusion avec 
une solution de bain ajustee aux pH indiques dans les 
figures. L ' acidification intracellulaire des oocytes a ete 
realisee en injectant 50 nl de la solution interne a pH2 
ou par perfusion et retrait d'un milieu de bain contenant 
2 0 mM NH4CI . Aucun des courants enregistres n'etait 
contamine par le courant Ca 2+ sensible au Cl~ de 1 ■ oocyte 
de Xenopus. Les donnees ont ete echantillonnees a 2 kHz et 
filtrees a 500 Hz pour l'nalyse (Logiciel Biopatch) . 

3) Analyse Nortern Blot, RT-PCR et 

hybridation in situ . 

Le Northern blot a ete obtenu aupres de la 
Societe Clontech (Palo Alto, Ca) et contenait environ 2 ug 
d'ARN poly(A+) par ligne. Le blot a ete hybride avec un 
fragment du clone partiel humain (correspondant aux bases 
270 a 764 du clone de rat) marque au 32 P, a 65°C dans 
6xSSC. Pour 1' analyse RT-PCR, 5 ug de 1 ' ARN total de 
cerveau de rat et 3 ug de ganglion de la racine dorsale 
ont ete reverse transcrits et 1/30 de 1 1 echantillon a ete 
amplifie par 3 0 cycles de PCR avec les amorces de 
sequences ci-dessous : 

ATTGCTCTTCCCATCTCTAT, et 

TTCAAGGCCCATACCTAAGT . 
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Les controles negatifs ont ete traites de 
facon identique, a 1 ' exception de la reverse transcriptase 
qui n'a pas ete ajoutee. Les oligonucleotides antisens 
correspondant aux base 70 a 114 (A) , 215 a 248 (B) , 1821 a 
1859 (C) , 1896 a 1940 (D) et 1 ' ADN double brin 
correspondant aux base 1685 a 2 672 ont ete utilises pour 
les hybridations in situ. Les sections de cerveau de rat 
adulte ont ete hybridees avec les oligonucleotides B ou C 
dont l'extremite etait marquee au 32 P, pour une nuit a 
3 7 °C dans 50% formamide, 2xSSC, puis lavees a temperature 
ambiante dans lxSSC. Le signal a ete aboli par un exces 
500 fois d* oligonucleotides non marques. Les sections de 
ganglion de la racine dorsale ont ete hybridees avec les 
oligonucleotides A, C ou D marques par la 
digoxigenine(DIG) -dUTP et avec la sonde E marquee par DIG- 
d-UTP par PCR. Le marquage des sondes, la preparation des 
echantillons, 1 ' hybridation et la visualisation des acides 
nucleiques DIG avec la phosphatase alcaline conjuguee a 
des anticorps anti-DIG ont ete realises conformement aux 
protocoles du fournisseur (Boehringer Mannheim) . 

4) Analyse inf ormatioue . 

L'alignement de sequences et 1 ' arbre 
phylogenetique (substitution Kimura, option UPGMA) ont ete 
realises avec le logiciel GCG (Genetics Computer Group, 
Madison WI) . 

II - Resultats . 

L'ADNc de 35 kb isole de cerveau de rat code 
pour une proteine de 526 acides amines qui presente, comme 
montre sur la figure 2, des homologies avec tous les 
membres clones de la famille des canaux sodium de 
degenerine sensibles a l'amiloride. 

Comme montre sur la figure 5, 1' expression 
de l'ARNc dans des oocytes de Xenopus a induit un courant 
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entrant active par les protons H + . Les proprietes 
biophysiques et la pharmacologie du canal ASIC sont 
proches de celles decrites pour les canaux cationiques 
actives par les protons des neurones sensoriels (3, 15, 
16) . Une baisse du pH extracellulaire au dessous d'un pH 
de 6,9 active un courant entrant rapidement eleve et 
desensibilise (figure 5 a et b) . Ce canal est active par 
les protons extracellulaires, puisque, comme montre sur la 
figure 5 (c et d) , 1 ' application d'un acide sur la face 
extracellulaire de patch outside-out active le canal. 
L • acidification intracellulaire d'oocytes et 
1' acidification de la face intracellulaire de patch 
outside-out n' active pas le canal ASIC ni n'altere le 
courant ASIC induit par les protons extracellulaires. 

L' analyse des courbes I-V de la figure 5 (c 
et e) enregistrees avec differents cations 
extracellulaires montre que Na + est 1 ' ion permeable 
majoritaire (canal de conductance simple 14,3 pS) . Comme 
le canal ionique sensible aux protons des neurones 
sensoriels (15, 16), le canal ASIC discrimine faiblement 
entre les cations (figure 5 c, e, f ) . En effet, le canal 
est aussi permeable a Li+ , K+ , Ca 2 + et H + , avec des 
rapports P Na + /pLi + =1,3 (figure 5c, e) , pNa+/pK+ = 13 
(figure 5c, e) , pNa+/Ca 2+ =2,5 (figure 5 e) et pNa + /H+ = 
0,8 (figure 5 f ) . La permeabilite au Ca 2+ de ASIC pourrait 
etre un chemin d' entree voltage independant de Ca 2+ dans 
la cellule. Un courant entrant de Ca 2+ dans la cellule a 
travers les canaux ASIC peut etre detecte en 1 ' absence de 
Na + extracellulaire (figure 6 a, b) . Comme indique sur la 
figure 5 (e) la conductance unitaire pour Ca 2+ etait de 
5,2 pS. En presence de 140 mM de Na + extracellulaire, 
1' augmentation des concentrations en Ca 2+ externe, a 
diminue 1 ' amplitude du courant active par les protons 
(figure 6c), demontrant ainsi que Ca 2 + inhibe la 
permeabilite au Na+. Un blocage par le Ca 2+ externe est 
caracteristique du I(H + ) des neurones sensoriels (17).Le 
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courant entrant active par H + dans les neurones sensoriels 
est inhibe par l'amiloride (18) et 
l'ethylisopropylamiloride (EIPA) (19). Comme montre a la 
figure 6 (d, e) le canal ASIC presente la meme 
pharmacologie et est bloque de facon reversible (Kd = 10 
uM) par l'amiloride et ses derives benzamil et EIPA. 

Par ailleurs, la proteine du canal ASIC 
presente environ 67% d ' homologie de sequences avec le 
canal ionique de degenerine denomme " MDEG " (14) ou " BNaCI " 
(20) . Toutefois, les proprietes electrophysiologiques de 
ces deux clones exprimes dans les oocytes de Xenopus sont 
clairement differentes : 

- Comme montre sur la figure 5a, le canal 
MDEG n'est pas active par les memes changements de pH que 
le canal ASIC. 

- La substitution du residu glycine en 
position 43 0 de MDEG par un acide amine encombrant acide, 
comme la valine ou la phenylalanine active le canal (14) , 
tout comme la mutation de 1 ' alanine en position 704 de la 
degenerine MEC-4 cause une neurodegerescence chez C . 
elegans (12) . Des mutations identiques d'ASIC (glycine en 
position 431 remplacee par la valine ou la phenylalanine) 
n'entrainent pas d'activite et les mutants ne peuvent pas 
etre actives par les protons. 

Les canaux cationiques actives par les 
protons ont ete decrits dans les neurones sensoriels mais 
aussi dans les neurones du systeme nerveux central (21) . 
La distribution tissulaire de 1' expression de l'ARNm du 
canal ASIC est en accord avec cette observation. Comme 
rapporte dans la figure 7a, un transcrit de 4 , 3 kb a ete 
detecte dans le cerveau par analyse en Northern blot, et 
les resultats de la RT-PCR rapportes a la figure 7b 
montrent que le ganglion de la racine dorsale exprime 
l'ARNm de ASIC. La figure 8 (a,b) montre que l'ARNm de 
ASIC est bien exprime dans les petits neurones du ganglion 
de la racine dorsale, ce qui supporte le fait que ASIC est 
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le canal cationique active par les protons rapidement 
desensibilisant decrit dans les neurones sensoriels 
nociceptifs. Alors que la presence de canaux cationiques 
actives par les protons dans le ganglion de la racine 
5 dorsale est en accord avec leur fonction de detecteur de 

l'acidite dans la nociception, leur role dans le cerveau 
reste a etablir. Les resultats d ■ hybridation in situ de la 
figure 8c montrent une expression large et heterogene de 
1 ' ARNm du canal ASIC. Les niveaux d' expression les plus 
10 eleves ont ete observes dans le bulbe olfactif principal, 
le cortex cerebral, 1 ' hyppocampe , l'habenula, le noyau 
amygdalolde basolateral et le cerebellum. L'activite 
synaptique s'accompagne de changements du pH 
extracellulaire (22, 23) et les changements localises 
15 rapides de pH dans ou a proximite de la fente synaptique 
* sont sensiblement plus satures et forts que les 

fluctuations macroscopiques du pH rapportees . 
j Les canaux cationiques actives par les 

i protons sont les seuls canaux ioniques connus qui sont 

20 directement actives par un changement du pH et il a ete 
i envisage que les fluctuations extracellulaires du pH 

3 jouent un role neuromodulateur (23). L'expression de 

,; canaux cationiques dans le cerveau supporte en outre 

~i l'hypothese que les fluctuations de pH ne sont pas 

25 seulement une activation neuronale par un produit, mais 
davantage un chemin de communication dans le systeme 
nerve ux central. 

Outre les canaux cationiques actives par les 
protons rapidement inactives, il a ete rapporte la 
30 presence dans les neurones sensoriels de canaux 
cationiques actives par les protons presentant des 
cinetiques plus lentes (4, 24) . Les canaux cationiques 
actives par les protons forment probablement , comme 
d'autre canaux cationiques actives par un ligand (25, 26), 
35 une f ami lie de canaux cationiques ou differentes sous- 

unites ou combinaisons de sous-unites constituent les 
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canaux avec diverses proprieties pharmacologiques et 
biophysiqu.es . 

La sensation de l'acidite n'est pas 
uniquement impliquee dans la nociception, mais est aussi 
associee a la transduction du gout (2). Les stimulations 
acides activent les canaux cationiques actives par les 
protons dans les cellules du gout {2, 27) et l'amiloride 
inhibe la perception du gout acide (2) . Aussi, les donnees 
tant physiologiques que pharmacologiques indiquent que 
ASIC et d'autres membres de cette famille sont impliques 
dans la transduction du gout. II est en effet 
particulierement frappant que la meme classe de canaux 
ioniques soit associee a differentes facettes de la 
perception sensorielle : 

- Les canaux sodium sensibles a l'amiloride 
sont associes a la transduction du gout sale (2) . 

- Les degenerines de C. elegans sont 
impliquees dans la mecanotransduction et ont ete proposees 
comme formant des canaux ioniques mecanosensibles (28, 
29) . 

- les canaux ASIC sont impliques dans la 
nociception et dans la transduction du gout acide. 

Le clonage du canal ASIC permet de disposer 
d'un nouvel outil d ' investigation de ce groupe de canaux 
ioniques et de developper des bloquants specifiques 
trouvant leur utilisation notamment comme analgesiques . 
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